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  چكيده
 لروپيريفوسكيك سم ارگانوفسفره است كه در كشاورزي براي مبارزه با آفات مورد استفاده قرار مي گيرد. كلروپيريفوس  :زمينه و هدف

ناسايي شو يك آلاينده محيطي است و اثرات مخربي بر سلامت انسان مي گذارد. لذا اين مطالعه به منظور جداسازي و  سمي نسبتا پايدار

  انجام شد.در خاك باكتري هاي تجزيه كننده كلروپيريفوس 

براي جداسازي باكتري هاي  سپسنمونه برداري شد. با سابقه آلودگي سم مزارع برنج خاك در اين مطالعه آزمايشگاهي، از  :روش كار

فاده استكلروپيريفوس به عنوان منبع كربن و انرژي ميلي گرم بر ليتر  ١٠٠) حاوي Msbاز محيط كشت حداقل نمكي( سم تجزيه كننده

  شناسايي گرديدند. ، تعيين توالي و PCRو با روش  كلني ها با رنگ آميزي گرم، و آزمايش هاي بيوشيميايي شد.

 Bacillusسويه شامل  ٤شدند. اين  جداسازيسويه باكتريايي تجزيه كننده سم كلروپيريفوس در خاك  ٤در اين مطالعه  :نتايج

licheniformis strain IARI-M-12 ،strain MS42 Bacillus pumilus  ،Bacillus cereus strain ESB15   وstrain 

SJ113 Delftia tsuruhatensis .مه اثر دما و ادر اد بودندpH و درجه  ٣٥در دماي  جدا شده بررسي شد. باكتري هاي باسيلوسpH 

  نشان دادند.حاوي سم كلروپيريفوس  Msbبيشترين رشد را در محيط كشت  ٧

ند. لذا استفاده هستيريفوس پآلي كلرو نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه باكتري هاي موجود در خاك مزارع قادر به تجزيه سم نتيجه گيري:

  اكوسيستم كاهش دهد.در از اين باكتري ها مي تواند مشكلات زيست محيطي ناشي از سم كلروپيريفوس را 

  باسيلوس، كلروپيريفوس، باكتري تجزيه كننده، كشاورزي كليدي: واژگان

  

  مقدمه
شيميايي سنتزي هستند كه در  آفت كش ها تركيبات      

         به توليد مواد غذايي كشاورزي براي افزايش بازده 

       اين تركيبات .گيرندمورد استفاده قرار ميطور گسترده 

 لامتس انكارناپذيري بر اثرات سوءسميت بالايي دارند و 

اعث باين مواد   گذارند.و محيط زيست باقي مي اكوسيستم

نها نه تو  مي شوندپالاينده طبيعي خاك به عنوان آلودگي 

م را ي سباقيمانده برده،هاي خاك را از بين ميكروارگانيسم

گذارند بلكه باعث از هم پاشيدن غذايي باقي مي روي مواد بر

ي، هاي غذاياكوسيستم طبيعي و از هم گسيختگي زنجيره

عملكرد هاي ايمني يا اغتشاش در تضعيف سيستم

 ;Fattahi et al. 2009(گردند ها ميميكروارگانيسم

2009 and Khanna Lakshmi(.  با  كلروپيريفوس

يك آفت كش  PS3NO3lC11H9Cفرمول شيميايي 

در  يا و به طور گسترده است سيستميكغيرارگانوفسفره 

براي كنترل و از بين بردن انواع  ،باغات و مزارع كشاورزي
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 ).Fattahi et al. 2009( به كار مي رود مختلفي از آفات

ستفاده گسترده از كلروپيريفوس موجب آلودگي آب، ا

حلاليت  .خاك، رودخانه ها، درياچه ها و آب باران مي شود

ابليت قو  كلروپيريفوس در آب كم بوده و نفوذپذيري كم

 اساس اين سم برپايداري  .خاك دارداتصال با بالايي در 

 خاك و شرايط هوادهيمواد آلي  ،pHدما، رطوبت، 

 در محيط باقي بماندچند ماه  تواند تاو مي است متفاوت

)Latifi et al. 2012; Mackay et al. 2014.( 

 هايگام از يكي آلوده هاي خاك كاهش آلودگي و بهسازي

لذا  ؛باشد مي پايدار و سالم زيست محيط در داشتن اي پايه

به دنبال روش مناسبي براي از بين بردن آلودگي محققان 

محيطي بويژه سموم كشاورزي جهت بهبود شرايط محيطي 

-روش هايي كه باعث بازيابي خاك ميمي باشند. يكي از 

ها وببا استفاده از ميكرزيستي تجزيه  از روششود استفاده 

است كه از اين طريق باعث تبديل سموم به تركيبات 

در اين فرآيند منبع انرژي و كربن از شوند. سمي ميغير

 Abo and Aly( طريق آفت كش ها تامين مي شود

2011; Singh and Walker 2006(.  استفاده از

آلودگي خاك مي تواند ميكروارگانيسم ها براي پاك سازي 

با توجه به تنوع  .موثر، ارزان و ايمني محيطي را فراهم كند

بالاي آلاينده هاي خاك برخي از ميكروارگانيسم ها قابليت 

بب كنند و سسازگار شدن با يك آلاينده را در محيط پيدا مي

افزايش قابل توجهي در تجزيه زيستي تركيبات شيميايي 

 ي زيادي قادر به شكستن پيوندها ميكروارگانيسمشوند. مي

ارك و . مدشوندمي تيو استري در تركيبات ارگانوفسفره 

دهد شكافتگي و معدني شدن حلقه شواهد نشان مي

- سمهاي ميكروارگانيهتروسيكليك در خاك به دليل فعاليت

 ;Bhagobaty and Malik 2008( دهدها رخ مي

Kanekar et al. 2004 .( نشان ميبرخي از مطالعات-

ها و قارچ ها قادر به تجزيه سموم دهد كه تعدادي از باكتري

ا هاز جمله اين ميكروارگانيسمكه  باشندارگانوفسفره مي

ها از قبيل تريكودرما هازيانوم، چندين گونه از قارچتوان مي

پني سيليوم ورميكولاتوم، پني سيليوم موكور و ساكارميسس 

وناس فلورسنس، پسودوم هايو باكتريسرويزيه 

 پسودوموناس آئروژينوزا و باسيلوي سرئوس اشاره نمود

Hastings and Jones 1981; Ghafari et al.) 
(2014; Lal and Lal 1987  توجه به استفاده گسترده با

در كشاورزي كه باعث آلودگي آب، خاك  كلروپيريفوسسم 

و هوا مي شود برخي از باكتري هاي محيط با اين سم سازگار 

-ريلذا شناسايي باكتشده و قادر به تجزيه اين سم مي شوند. 

اي ههاي كشاورزي به ويژه باكتريآلاينده تجزيه كننده هاي

هاي آلوده به اين بومي اولين گام براي زيست پالايي خاك

در اين راستا، اين مطالعه با هدف جداسازي  .بات استتركي

 مسخاك هاي آلوده به و شناسايي باكتري هاي تجزيه كننده 

  كلرپيريفوس در شهرستان آمل انجام شد.

  

  روش كار
در فصل بهار از  خاكنمونه  ١٠تعداد  :نمونه برداري خاك

با سم  ماه قبل حدود يككه شهرستان آمل  برنجمزارع 

ا . بسمپاشي شده بود جمع آوري گرديدپيريفوس وكلر

خاك رويي كه حاوي مواد آلي  استفاده از دستكش استريل

سانتي متري  ١٥از عمق صفر تا بود كنار زده شد و سپس 

خاك نمونه برداري انجام شد. اين نمونه ها در ظروف استريل 

جمع آوري و سپس به آزمايشگاه منتقل و مورد استفاده قرار 

از شركت  %٩٤پيريفوس با درجه خلوص وسم كلر گرفت.

  غزال شيمي بابل تهيه گرديد. 

راي ب :جدا سازي باكتري هاي تجزيه كننده كلروپيريفوس

هاي تجزيه كننده كلروپيريفوس از محيط جداسازي باكتري

) غني شده با كلروپيريفوس Msbكشت حداقل نمكي(

ه كلروپيريفوس بكشت سم  استفاده گرديد. در اين محيط

عنوان منبع تامين كربن و انرژي استفاده شد. محيط كشت 

گرم)، منيزيم سولفات ٢( پتاسيم نيتراتشامل:  حداقل نمكي

 آبه ٦كلريد فريك گرم)،  ١/٠( گرم)، كلريد سديم ٢/٠آبه ( ٧

 كلريد كبالتميلي گرم)،  ١٠٠(آبه  ٤كلريد منگنز  گرم)،  ١/٠(

سديم موليبدات ميلي گرم)، ١٠( سسولفات م، )ميلي گرم٢٠(

كلريد ميلي گرم)،  ٢٠( كلريد روي ميلي گرم)،  ١٠( آبه ٢

اسيد ميلي گرم)،  ٥( آبه ٢كلريد قلع ميلي گرم)،  ٥( ليتيم

كلريد ميلي گرم)،  ٢٠( برميد پتاسيمميلي گرم)،  ١٠( بوريك
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پس بود.  =٧pH وليتر محيط هر در  )ميلي گرم ٥باريم ( 

به  سيلسيوسدرجه  ١٢١از همگن كردن محيط، در دماي 

دقيقه اتوكلاو شد و سپس در دماي اتاق و دور  ٢٠مدت 

 ;Ghafari et al. 2014( از نور مستقيم نگهداري گرديد

Sasikala et al. 2012.(  

پس از تهيه رقت هاي سريالي از خاك، يك ميلي ليتر       

سي سي محيط كشت حداقل  ١٠٠خاك به  ١٠-٣از رقت 

پيريفوس اضافه وسم كلر ميلي گرم بر ليتر ١٠٠غني شده با 

در  سيلسيوسدرجه  ٣٢±٥سپس در دمايگرديد و 

روز  ٧دور دقيقه به مدت ١٥٠انكوباتور شيكردار با سرعت 

براي جلوگيري از تجزيه نوري سم قرار گرفتند. 

ارلن با ورقه آلومينيومي پوشانده شد.  ،كلروپيريفوس

هاي كه قادر به استفاده از سم كلروپيريفوس ميكروارگانيسم

بودند در جدار ارلن به صورت و انرژي كربن  عبه عنوان منب

 ها ارلن اين از سپسحلقه اي از رشد قابل مشاهده بودند. 

 محيط وروي گرديد برداري نمونه آسپتيك شرايط در

 نمكي محلول كه حاوي هايي پليت داخل نوترينت آگار

 بود كلروپيريفوس كش حشره ميلي گرم بر ليتر ١٠٠  و

 هاي نمونه باكتري ها، سازي خالص جهت. شد داده كشت

 پليت پور، اي سفره كشت روش با ها ارلن از شده برداشت

 سطح روي ها شد. انواع كلن داده كشت خطي، وكشت

مكرر  كشت مرحله چندين از پس شده ظاهر ها ديش پتري

 هاي كلني از هركدام شدند. حاصل هاي تك كلني سرانجام

 شدند داده كشت جديد كشت محيط يك روي جداگانه

)Ghafari et al. 2014 Sasikala et al. 2012;(.  

  شناسايي باكتري هاي تجزيه كننده

در همه پليت هاي كشت داده شده، رنگ  :روش بيوشيميايي

 آميزي اسپور و آزمون هاي بيوشيميايي آميزي گرم و رنگ

 ،اكسيداز، كاتالاز، سيمون سيترات،MR،VP،TSIايندول، 

  .حركت و  انجام گرديدتخمير قند و  اوره آز، نيترات و

 فوسلروپيريك دهنتجزيه كن روش مولكولي شناسايي باكتري

-ياز كلن :استخراج ژنوم و انجام واكنش زنجيره اي پليمراز

 DNAهاي رشد يافته بر روي محيط كشت براي استخراج 

 استفاده شد. براي اين منظور از كيت شركت سينا ژن و بر

 سپس واكنشاستخراج شد. DNAاساس دستورالعمل كيت، 

PCR  16 پرايمرهاي ويژه ژن با استفاده ازS rRNA   انجام

  .)Ghafari et al. 2014( )١(جدول  شد

با  l٢٥پليمراز با حجم نهاييواكنش زنجيره اي        

 DNA Template، Master mix l٥/١٢ x٢افزودن 

lپرايمرها از هر كدام ٥ ،l آب ديونيزه ١ ،l در  ٥/٥

در شرايط    PCRواكنش ترموسايكلر اپندورف انجام شد.  

  ٩٤در شامل دناتوراسيون اوليه ( DNAچرخه تكثير  ٣٥

درجه  ٩٤دقيقه، دناتوراسيون  ٥به مدت  سيلسيوسدرجه 

درجه  ٥٩اتصال پرايمرها در  ،يك دقيقه سيلسيوس

 ٧٢مرحله طويل شدن در  ،يك دقيقهبه مدت  سيلسيوس

 سپس .گرديدبه مدت يك دقيقه) انجام  سيلسيوسدرجه 

ژل  قرار داده شد. % ١ژل آگارزدر  PCRمحصول حاصل از 

قرار داده شد و موقعيت باندها توسط  UVidocدر دستگاه 

 ترنس لوميناتور زير اشعه بررسي گرديد. UVعكس برداري 

به شركت ماكروژن كره تعيين توالي  براي PCRمحصولات 

 از استفاده با آمده دست به هاي تواليفرستاده شد. جنوبي 

 در موجود تواليهاي ديگر با ژن بانك در  Blastنرم افزار 

 .Sasikala et al( شدند مقايسه اطلاعاتي پايگاه اين

2012(.   

بررسي اثر دما بر روي رشد باكتري هاي جدا سازي شده در 

ميلي ليتر محيط  ١٠٠براي اين كار : حاوي سم Msbمحيط 

Msb خالص سم  ميلي گرم بر ليتر ١٠٠ به همراه

كلروپيريفوس در يك ارلن ريخته و پس از اتوكلاو كردن 

از باكتري هاي كه در محيط سالين تلقيح شده  ميلي ليتر ٢،آن

-٢٥اضافه كرده و سپس فلاسك ها را در دماهاي مختلف (

سپس يك نگهداري شد. ساعت  ٢٤) به مدت ٥٥-٤٥-٣٥

ورت و كدميلي ليتر از سوسپانسيون ميكروبي برداشته 

انسيون ميكروبي تهيه شده، با استفاده از استاندارد مك سوسپ

، UV-2100( فارلند تنظيم شده با دستگاه اسپكتوفتومتر

Rayleiyh(نانومتر با ميزان  ٥٦٠در طول موج  ، تايوان
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و سپس منحني رشد  انجام گرديد ٠٨/٠-١٣/٠ جذب

   .)Eskandari et al. 2014( باكتري ها رسم گرديد

بر روي رشد باكتري هاي جدا سازي شده  pHبررسي اثر 

 ميلي ليتر ١٠٠ براي اين كار :حاوي سم Msbدر محيط 

سم در يك  ميلي گرم بر ليتر ١٠٠ به همراه Msbمحيط 

از  ميلي ليتر ٢ ريخته و پس از اتوكلاوكردنماير ارلن 

باكتري هاي كه در محيط سالين تلقيح شده اضافه كرده و 

) ٨و ٧و٦ و ٥و٤هاي مختلف ( pHسپس فلاسك ها را در 

 ميلي ليترسپس يك  نگهداري كرديم.ساعت  ٢٤به مدت 

سيون و كدورت سوسپانبرداشته سوسپانسيون ميكروبي از 

ميكروبي تهيه شده، با استفاده از استاندارد مك فارلند تنظيم 

، UV-2100 ،Rayleiyh(شده با دستگاه اسپكتوفتومتر

-١٣/٠ نانومتر با ميزان جذب  ٥٦٠در طول موج  تايوان)

و سپس منحني رشد باكتري ها رسم  انجام گرديد ٠٨/٠

   .)Eskandari et al. 2014( گرديد

وي رشد باكتري هاي جدا سازي ر بررسي اثر منبع كربن بر

ميلي  ١٠٠براي اين كار  :حاوي سم Msbشده در محيط 

در سم  ميلي گرم بر ليتر ١٠٠ به همراه Msbليتر محيط 

ميلي ليتر از  ٢فلاسك ريخته و پس از اتوكلاو كردن  يك

ط سالين به آن افزوده، سپس به باكتري هاي موجود در محي

از منبع كربن مختلف  گرم ١ هايك از فلاسكهر 

ده و مانوز) افزو -گالاكتوز -فروكتوز -گلوكز -دكستروز(

 ميليسپس يك نگهداري كرديم.  ساعت ٢٤آن را به مدت 

و كدورت انسيون ميكروبي برداشته سوسپليتر از 

سوسپانسيون ميكروبي تهيه شده، با استفاده از استاندارد 

-UV(مك فارلند تنظيم شده با دستگاه اسپكتوفتومتر

2100 ،Rayleiyh(نانومتر با  ٥٦٠در طول موج  ، تايوان

و سپس منحني رشد  انجام گرديد ٠٨/٠-١٣/٠ ميزان جذب 

  . )Eskandari et al. 2014( باكتري ها رسم گرديد

  

  نتايج
در  :جداسازي باكتري هاي تجزيه كننده كلروپيريفوس    

سويه باكتري تجزيه كننده سم  ٤طي اين مطالعه تعداد 

كلروپيريفوس از خاك هاي مزارع كشاورزي در شهرستان 

آمده      ٢آمل جداسازي شدند كه ويژگي هاي آنها در جدول 

  است.

 :سويه هاي تجزيه كننده سم كلروپيريفوسشناسايي مولكولي 

سويه باكتريايي تجزيه كننده سم  ٤در اين مطالعه 

سويه شامل  ٤كلروپيريفوس در خاك جداسازي شدند. اين 

Bacillus licheniformis strain IARI-M-12 ،

strain MS42 Bacillus pumilus  ،Bacillus 

cereus strain ESB15   وstrain SJ113 Delftia 

tsuruhatensis ٣جدول ، ١شكل ( بودند.(  

هاي بروي رشد باكتري pHبررسي متغيرهاي دما، منبع كربن، 

اي هپس از جداسازي باكتري :تجزيه كننده كلروپيريفوس

هاي تجزيه كننده اين سم و شناسايي آنها توسط روش

-هاي بيوشيميايي، بر روي هر يك از باكتريمولكولي و تست

ا هجداگانه اين متغيرها اعمال گرديد و رشد باكتريها به طور 

 با استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتر (جذب نوري) ثبت گرديد

تحليل   SPSS. كه اين نتايج با استفاده از نرم افزار )١(نمودار

حداكثر  ٦تمامي باكتري هاي جداسازي شده در روز  گرديد.

  .)١(نمودار رشد را داشتند

نمكي  در محيط حداقل دلفتيا تسورهاتنسيسيشترين رشد ب

و بقيه سويه هاي  سيلسيوسدرجه  ٤٥حاوي سم در دماي 

بود. همچنين  سيلسيوسدرجه  ٣٥جداسازي شده در دماي 

ني باسيلوس ليگ، باسيلوس پوميلوسنتايج نشان داد كه 

و دلفتيا  ٧ pH در باسيلوس سرئوسو  فورميس

  داشتند.بيشترين رشد را  ٦  pH تسورهاتنسيس

  
  بحث 
 تجزيهمختلف باكتري  سويهدر مطالعه حاضر چهار         

از خاك مزارع كشاورزي شهرستان آمل كننده كلروپيريفوس 

جداسازي شد. از باكتري هاي جداسازي شده سه باكتري 

 Bacillusو شامل متعلق به جنس باسيلوس ها 

licheniformis strain IARI-M-12 ،strain MS42 

Bacillus pumilus  وBacillus cereus strain 

ESB15   باكتري مربوط بهسويه و يكstrain SJ113 

Delftia tsuruhatensis مطالعات نشان مي دهد . ندبود
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رشد قادر به  ها و قارچ ها  كه گونه هاي مختلف باكتري

در خاك كشاورزي و  سموم آلي فسفرهدر محيط حاوي 

ه ب باكتري ها از سم در محيط كشتاين باغات مي باشند. 

عنوان منبع كربن و انرژي استفاده كرده و قادر به رشد در 

 محيط حاوي سموم آلي مي باشند

)Yakimov et al. 2006; Beynon et al. 1973(. 

سم در ساليان اخير به دليل استفاده بي رويه از 

    ، سميت و ماندگاري بالا و اثرات سوء كلروپيريفوس

  بر سلامت انسان ها و محيط زيستآن ناپذير انكار

)  Racke 1993(  سبب شده تا محققان به دنبال روشي

مناسب براي كاهش اثرات اين تركيب بر اكوسيستم و 

محيط زيست شوند. از اينرو استفاده از ميكروب ها در 

به عنوان يك روش كم خطر و مقرون  كلروپيريفوسزيه جت

 رد توجه قرار گرفته است.مودر اين مطالعه به صرفه  

نشان داد كه سه  ١٣٩٣مطالعه غفاري و همكاران در سال 

 acillus cereus strain سويه مختلف از باكتري هاي

F3 ،Pseudomonas fluorescens strain F1 ،

Pseudomonas aeruginosa strain F4   قادر به

تجزيه سم آلي فسفره فنيتروتيون در خاك باغات پسته 

گزارشات مختلفي ). Ghafari et al. 2014كرمان بودند(

مختلفي از باكتري ها و قارچ ها نشان داده است كه انواع 

 .موجود در خاك قادر به تجزيه سم كلروپيريفوس هستند

از اين ميان باكتري هاي متعلق به جنس هاي 

Enterobacter  وProvidencia  و قارچ

Fomitiporia mediterranea  گزارش شده است و

 strain MS09 Providencia  سويه برتر باكتري

stuartii  ميلي گرم بر ليتر سم در ٧٠٠-٥٠كه تا غلظت

  (Zhiyuan et al. 2012; Raniمحيط رشد مي كنند

(et al. 2008  به طور طبيعي ميكروب هاي زيادي در

خاك وجود دارند كه قادر به استفاده از سم كلروپيريفوس 

به عنوان منبع كربن هستند و با استفاده از اين سم در محيط 

حداقل نمكي رشد مي نمايند. به دليل همين تنوع بالاي 

ميكروارگانيسم است كه در مطالعات مختلف سويه هاي 

باكتري هاي تجزيه كننده سم  مختلفي را به عنوان

   كلروپيريفوس معرفي مي نمايند. گزارشات برخي از 

 سرئوس سسويه هاي باسيلون نشان مي دهد كه  محققا

)Jiangwei et al. 2010باسيلوس ليگني فورميس ،( 

)Cycon et al. 2009 از كلروپيريفوس موجود در محيط (

موده را تجزيه نحداقل نمكي به عنوان منبع كربن استفاده آن 

رشد كردند. يافته هاي مطالعه حاضر با نتايج اين محققين  و

با توجه به اينكه نمونه هاي خاك مورد استفاده مطابقت دارد. 

در اين مطالعه مدت طولاني آلوده به سم كلروپيريفوس بوده 

است تنها باكتري هايي كه قادر به رشد در اين محيط بودند 

طيف وسيعي از وجه به جداسازي شده اند. با ت

ميكروارگانيسم هاي خاك، انواع مختلفي از ميكروب ها در 

نتايج محققين گزارش شده است كه برخي از نتايج سويه 

هاي مربوط به اين مطالعه را به عنوان تجزيه كننده معرفي 

 Serratia همانندنمودند و برخي ديگر سويه هاي ديگري 

sp. و Pseudomonas sp)Cycon et al. 2009،( 

Agrobacterium sp. ) Horne et al. 2002( 

Arthrobacter sp.  )Racke 1993( P. putida 

)Goda et al. 2010(  را به عنوان تجزيه كننده اين سم

  . گزارش داده اند

  

  نتيجه گيري
 ،باسيلوس پوميلوسنتايج اين مطالعه نشان داد كه         

            باسيلوس سرئوس و و  باسيلوس ليگني فورميس

موجود در خاك قادر هستند سم  دلفتيا تسورهاتنسيس

جزيه ت   كلروپيريفوس را به عنوان منبع كربن استفاده نمايند. 

 توسطت شيميايي همانند سم كلروپيريفوس تركيبا

ميكروارگانيسم هاي خاك يكي از روش هاي مناسب و 

در  مماندگاري سحياتي جهت حذف آلودگي ها و كاهش 

روش  ن يكوابه عنتجزيه زيستي اكوسيستم مي باشد. لذا 

كم هزينه و كم خطر مي تواند جهت حفظ محيط زيست و 

اكوسيستم بكار رود. هر چند ظرفيت هركدام از سويه هاي 

ستي لذا بايجداسازي شده در تجزيه اين سم متفاوت مي باشد 

ده سم كننمطالعات بيشتري در خصوص سويه برتر تجزيه 

  كلروپيريفوس انجام گيرد.
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  تشكرو قدراني

 اين مقاله حاصل پايان نامه در مقطع كارشناسي ارشد      

مي باشد كه با  ٢٣٩٣٠٥١٣٩١٢٠٠١و كد  ٩٢در سال 

حمايت معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه آزاد اسلامي 

از تمام كساني  همچنينواحد آيت ا... آملي اجرا شده است. 

گزاري مي  كه در انجام اين پژوهش همكاري نمودند سپاس

  گردد.

  

  

  

  

  PCR درانجام  شده استفاده   16S rRNAعمومي آغازگرهاي   -١جدول

  )35توالي ژن ها (

   F: AGAG TTTGATCCTGGCTCAG ٢٧  

R: GACGGGCGGTGTGTACAA١٤٩٢  

  

  

  

  باكتري هاي تجزيه كننده سم كلروپيريفوس و ويژگي آنها -٢جدول 

نام 

  سويه

ميزي رنگا

  گرم

ميزي رنگا

  اسپور

سيمون   VP  MR  ايندول  حركت

  سيترات

اوره 

  آز

احياي 

  نيترات

  TSI  اكسيداز  كاتالاز

١F  +  +  +  -  +  -  +  -  -  +  -  𝐴𝑙𝑘

𝐴𝑐𝑖𝑑
 

٢F   +  +  +  -  +  -  +  -  +  +  -  𝐴𝑙𝑘

𝐴𝑐𝑖𝑑
 

٣F  -  -  +  -  -  +  +  -  -  +  +  𝐴𝑙𝑘

𝐴𝑐𝑖𝑑
 

٤F  +  +  +  -  +  -  +  +  -  +  -  𝐴𝑙𝑘

𝐴𝑐𝑖𝑑
 

  

  باكتري هاي جداسازي شده تجزيه كننده سم كلروپيريفوس -٣جدول

  درصد شباهت  شماره دستيابي  شناسايي سويه  نام سويه

١F  Bacillus pumilus    ٣١١٠٩٧,١ KF ١٠٠  

٢F   Bacillus licheniformis  ٠٥٤٩٧٩,٠ KF  ١٠٠  

٣F  Delftia tsuruhatensis  ١٤٠٣٢٨,١ GQ  ٨٥  

٤F  Bacillus cereus  ٣٨١٣٥٠,١ KF ١٠٠  
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  خاك هاي نمونه از شده جداسازي هاي ايزوله از شده استخراج DNAالكتروفورز  -١شكل 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

  

 
 الف                                                   ب                                                               

 
ج                                                                        

: ١شماره  و منبع كربن بر رشد باكتري هاي جداسازي شده سم كلروپيريفوس را نشان مي دهد. pHاثر متغيرهاي دما،  -١نمودار

  : باسيلوس سرئوس٤هاتنسيس، شماره : دلفتيا تسور٣: باسيلوس ليگني فورميس، شماره٢باسيلوس پوميلوس، شماره 
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ABSTRACT 
Background and Aim: Chlorpyrifos is an organophosphate pesticide used in agriculture for 
pest control. It is a relatively persistent poison and an environmental pollutant with adverse 
effects on human health. This study was conducted to isolate and characterize chlorpyrifos-
degrading bacteria from rice field soils in Amol City, Iran. 
Materials and Methods: In this experimental study, soil samples were collected from rice 
fields with a history of toxic pollution. A minimal salt broth (Msb) medium containing 100 
mg/l chlorpyrifos as the carbon and energy source was used for isolating pesticide-degrading 
bacteria. The colonies were characterized by Gram staining and biochemical tests and sequencing 
was done using the PCR method. 
Results: Four chlorpyrifos-degrading bacterial strains were isolated from the soils. They 
included Bacillus licheniformis strain IARI-M-12, Bacillus pumilus strain MS42, Bacillus 
cereus strain ESB15, and Delftia tsuruhatensis strain SJ113. The effects of temperature and 
pH on the bacterial strains were investigated. The Bacillus strains showed the fastest growth at 
a temperature of 35o C and a pH=7 in a Msb medium containing chlorpyrifos. 
Conclusion: The results of this study demonstrate that bacteria in the farmland can degrade 
the chlorpyrifos poison. Thus, these bacteria can be used to reduce the environmental problems 
resulting from soil contamination with chlorpyrifos in the ecosystem. 
Keywords: Bacillus, Chlorpyrifos, Biodegradation, Agriculture 
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